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Relatdrio Descritivo da Pa-

tente de InvengSo "PROCESSO PARA A PRODUGRO DE UMA

. PREPARACKO DE LIPASE IMOBILIZADA, DESTINADA A IN-

TERESTERIFICACAO DE GORDURAS".

7-?#5 .~ 7 7 777 Corhecem-se as preparagdes de-
lipase imobilizada para transesterificagdo de gordu
ras. Assiﬁ, no pedido de patente DK ne 563/77,(corres

pondendo a patente US 4.275.081) descreve—~-se a prepa-

ragdo de-lipase imobilizada, por meio do que se produz

a lipase por fermentagdo de espécies pertencendo ao

género Rhizopus, Geotrichum ou Aspefgillus, e por meio

do que a lipase é fixada em um veiculo em particulas

indiferente, que pode ser terra diatomdcea ou alumina,

" . e que demonstra uma drea superficial especifica muito
elevada. Demonstrou-sé ser necessdrio o uso de uma
preparagio de lipase imobilizada com uma 4drea super-
“fiCialiespecifica mﬁitc elevada (isto &, ?articulaé : ,*

’de véiculo porosas e pequenas) ~ a fim de obter a

necessdria elevada atividade enzimdtica.

Pode-se
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no ehtanto, cbm esta preparagdo de lipase imobili-
zada, ndo se pode realizar a interesterificagab con
‘tinua, em uma coluna, em escala industrial sem a

presenga de um solvente, que precisa ser depois

removido, devido ao fato acima indicado de que a
preparagdo consiste de pequenas parﬁiculas que, du-
rante a operagdo da coiuna, iriam gerar uma queda
de pressdo inaceitavelmente elevada. Também , uﬁ'pai
nel apresentado em Enz. Eng. 6, Kashikojima, JP,
20-25 de setembro de 1981, e o artigo do European
Journal of Applied Microbiology ahd Biotechﬁology,
'”59 14, pags. 1-5, (1982)>indicamlque'uma preparagdo

deé lipase imobilizada compreendendo lipase de

7:Rhizopus delemar e uma resina trocadora de anions
forte (com gﬁupos amino quaternérids) pode ser usa
i3 para interesterificagdo cam n-hexano como um sol
eﬁte. 'De acordo com estas referéncias, a recupe-

B - R ’ . ’ . N
dgdo da enzima é muito lenta. Tambem, a partir

€' pedido de patente européia com relagdo a in-
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'teresterificagéo continua em uma céluna,iusa-se
um. solvente,
Assim, nos processos da téc-
nica anterior, usa-se o solvente péra diminuir a
‘# viscosidade da matéria-prima graxa a fim de obter

uma operagdo na coluna tdo suave quanto possivel.

Pareceu até agora praticamente impossivel evitar

:solvente nestes.processos de interesterificagdo con
tinuos em uma escala industrial, devido 3 elevada
queda de pressSo na coluna, mesmo sendo bastante
dbvias ‘as vantagens técnicas associadas com a eli-
minagdo de solvente destes brocessos de 1ntereste—
‘rificagdo.

No pedido de patente.européia
publicado como n@ 35.883, descreve-se que uma pre-
paracdo de lipage iﬁobiliéada destinada a interes-
erificagdo de gorduras pode ser preparada por con-
to de uma solugdo aquosa de lipase microbiana com

. . . ' ’ . .
R:velculo inerte em particulas, seguido por seca-

ente onerosos, de éc1dos graxos, por exemplo .
°;¥mltato de metila, que sio usados como agentes

liares aAflm de evitar solventes; de outra for

=
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ma, surgem oS problemaé de solubilidade e visco-
sidadé.

assim, a finalidade da inven-
gdo é prover um processo pafa a prqdugao dé umé
preparagdo de lipase imobilizada, que ird abrir a
possibilidade de realizar a interesterificagdo
continua sem um solvente ou outros,agéntes auxilia-

res onerosos em um modo economicamente vidvel.

Agora, verificou-se , de modo
sﬁrpreendentéﬂde acordo com a'invengio, gue um pro
" cesso para a produgdo de uma preparagdo de lipase
jmobilizada, que é realizado de modo muito f£dcil,
"ou,Seja, por simples mistura9507dg uma solugaq aqug
sa de lipase e uma resina trocadora de ions e que
compreende uma combinagdo especifica de uma catego-~
‘ria especifica de resinas trocadoras de ions e uma
“proporgﬁo4e$pécifica de dgua na preparagdo de lipa-
e imobilizada final abre a possibilidade de rea-
lizar a inté:esteiificag&o.dontinua.sem um solven-
e -ou outros agentes auxiliares onerosos em um modo
dconomicamente vidvel.
' . Agsim, o proéééso dé acordo
a invengdo para aAprodugﬁo de uma preparagdo
lipase imobilizada destinada 3 interesterifica-
:de gorduraé é caracterizado pelo fato de que

x8olugio aguosa de uma lipase microbiana é con-

e

e e
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tata com uma resina trocadora de anions, fraca, ma
éroporosa, em particulaé, que contém grﬁpos amino
rimirios e/ou secunddrios, e/ou térciérios, e que
demonstra um tamanho de particula média relativa-
mente grande, aproériadb para operagdo em coluna
“zem queda de pressdo excessiva, em condigbes em que
&:ripase é ligada 3 resina trocadora de anions du- -
;antevum periodo de tempo suficiente para ligar a
guantidade desejada de lipase & resina trocadora

Gidecanions , a seguir a lipase imobilizada, assim

ezaproximadamente 2 e 40%.
Descreve~-se, em geral, nos

o edidos de patente publicados DE ne2s 2,905.671 e

6892 e 57-152886, patente US n® 4.170.696 e

Abs. Vol. 82, 278194, que as enzimas, inclu-

ilizagdo especifico precisa ser projetado

alquer- enzima eSpecifica e qualquer substra-
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segundo lugar, no entanto, as lipases s3o enzimas

bastante extraordinérias, no sentido que a ativi-

dade enzimdtica estd funcionando em uma interfase

entre duas faéeg, significaﬂdo que a imobilizagio
5 das lipases € um probléma muito delicado, que li-
mita altamente a uﬁiliﬁade de técnicas de imobi-
lizag8o conhecidas no campo, compreendendo imobili
éagﬁo de lipase, vide J.Lavayre et al. , Preparation
and Properties of immobilized Lipases, Biotechnology
10 andrﬁio engineering, vol. XXIV, pp 1007 - 1013(i982);
John Wiley & Sons. Em terceiro lugar, a combinaééo
de lipase e’uma resina trocadora de anions fraca,
macroporosa, em particulasf ndo é descrita em ne-
nhuma parte da li£eratura indicada no comego deste
pardgrafo, ainda menos que esta nova combinag?o ad
lugar ao surpreendente efeito técnico com relagdo
& interesterificagdo continua sem solvente ou ou-
.£rds agentes auxiliares onerosos.
Também, a partir de um arti-
‘go de Yoshiharu Kimura et al., ;Application'of
Immdbilized Lipase to Hydrolfsié'of Triacylgiyce-
ride", no Eur. J. Appl. Microbiol. Biotechnol.
11983) 17-107-112, parece Que Se usou uma prepara-
950 de lipase imobilizada em uma resina trocadora
ﬁe anions, para hidrélise de gorduras. Em primeiro

1,

%ugar, a principél aplicagdo da preparagdo de lipa-
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?sé imobilizada, produzida por meio do.processo de
'%acordo com a invengdo, é a interestefificag&o, enquan-
'Jﬁ:to que a hidrdlise de gorduras e sintese de gorduras
-“Ef;sao aplicagOes menos importantes de acordo com a.in -
ﬁ%vengao, qué serSo explicadas em maiores detalhes a-
S:baixo no relatério, e em segundo lugar, nota-se , @

partir do artigo, que o rendimento da atividade é in-

S, que se descreve no pedido de patente DK nt 563/77,

'é.qual a maior parte das particulas tem um tamanho

A fim de nd3o desativar a enzima,

NZAS-0034007
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" realizam—se és interesterificagdes da técnica an-
terior em temperatura relativamente baixa. Isto
se torﬁa possivel pela presenga do solvente, que
consegue dissolver a gordura, que pode ter um pon-
to de derretimento relativaﬁente élevado. De modo
surpreendente, verificou-se que a preparagao de
lipase imobilizada, produzida por meio do proces-

so de acordo com 2 invengdo, tem uma estabilidade

suficiente na gordura derretida, com uma tempera-
10 tura relativamente maior. Também, a queda de pres-
sdo através da coluna de interesterificagdo carregd
da com a preparagdo de lipase imobilizada, produ-
zida por meio do processo de acordo com a invengdo,
& suficientemente baixa para permitir uma operagdo
suave. Também, verificou-se , dé forma surpreen-
dente, que a combinagdo singular das condigdes de
- contato, resina trocadora de ions e teoxr em dqua,
gera uma atividade de'lipaée especifica elevada,

na mistura de gordura derretida, em contra-distin
cio com todas as tentativas anteriores de prover
:4uma'preparag§o de lipase imobilizada destinada ao
Auso sem um solvente. Além disso, enquantd os pro-
cessos da técnica anteria do tipo descrito no pedi-~
do de patente DK ne 563/77 .requerem uma lipase pu-
rificada a fim de prover uma preparagdo imobiliza-

da utilizdvel, verificou-se de forma surpreendente
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que a preparagdo de lipase imobilizada de acordo

com a invengdo pode ser preparada com base em um
produto de lipase bastante bruto. Também, apesar
da,preparaQSO dos processos da técnica anterior

do tipo descrito no pedido de patente DK n2 563/77
ter enyolvidd o uso de um solvente orgdnico para‘

depositar a lipase sobre o veiculo, ndo se neces-

sita deste solvente org8nico para a preparagdo da
preparagdo de lipase imobilizada de acordo com a
invengdo, que pode ser preparada de modo bastante
facil apenas misturando o veiculo e uma solugdo
lipase agquosa. Além disso, enquanto a atividade da
lipase é lavéda com relativa facilidade ou de ou-
tra forma removida da preparagdo da técnica anteri-
or do tipo-descrito no pedido de patente DK n¢
563/77, verificou-se que a lipase na preparagao

de lipase imobilizada, produzida por meio do pro-
cesso de acordo com a invencdo , é praticamente
“impossivel de remover da preparagao,'se ndo far
submetida a tratamentos quimicos ou fisicos ad-
.Vefsos, por exemplo condigldes de pH e temperaturas
adversas. Por fim, verificou-se que a preparagdo’
de lipase imobilizada, produzida por meio do proceé;
: S0 de acordo com a invengio, pode ser'prepérada
com uma elevada recuperégio da enzima, possibi-
litando uma interesterificagdo contfnua mais baré—

ta do que as interesterificag¢des da técnica ante-

.

NZAS-0034009




N o

e

o

10

rior.

Em uma forma de realizagdo pre
ferida do processo de acordo com a invengdo, a
lipase é uma lipase termoestdvel. Assim, é possi—
‘vel uma maior temperatura de intefééterificagﬁo,
e agsim uma maior produtividade. Além disso, por

meio desta forma de realizagdo, é possivel produ-

zir uma preparacdo de lipase imobilizada. que é
apiopriada para interesterificagdo de gorduras de
maior ponto de derretimento. -

| | Em uma forma de realizagdo pre-
ferida do proceséo de acordo com a invengdo, a
lipase microbiana é derivada de uma espécie Mucor
termofilica, -especialmente Mucor Miehei é um bom
produtor de lipase, 1, 3-especifica, e assim pode-
-se obter um produto barato.

Em uma forma de realizagdo pre-
ferida do processo de acordo com é invencdo, acima
de 90% das particulas da resina trocadora de anions
fraca, macroporosa, tem um tamanho de particﬁla en—
tre aproximadamente 100 e 1.000 /um , de preferén-
cia entre 200 e 400 /UM, Neste inﬁervalo de tama-
nho de particula, obtém—se um bom ajuste entre ele-
vada atividade de‘intereste;ificagﬁo e baixa queda
de pressdo.

Em uma forma de realizagdo pre-

NZAS-0034010
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ferida ao processo de acordo com a invengab, a
_proporgﬁo entre a quantidade de solugdo aquosa
da lipase microbiana e‘o'peso da resina trocado-
ra de anions fréca corresponde a 5.000 - 50.000.

LU/g de resina trocadora de ions (peso no estado

seco). Deste modo, prové-se uma lipase suficien-

te para a resina trocadora de ions.

Em uma forma de realizagdo
preferida do processo.de acordo com a invengdo,
a lipase microbiana é derivada de uma espécie
Mucor tefmofilica, especialmente Mucro miehei, e
o pH durante o contato entre a resina trocédora
de ion e a solugdo aquosa estd entre 5 e 7. Deste
modo, assegura-se uma forte ligagdo entre a lipa~-
se a resina trocadora de ions, assim como boas es-

tabilidade e atividade.

Em uma forma de realizagdo pre
ferida do processo de acordo com a invengdo, o
‘tempo de contato estd entre 0,5 e 8 horas. Deste
_modo, obtém-se ou se aproxima de um estado de satu
ragio com lipase. .

Em uﬁa forma de realizagao pre-
‘ferida do processo de acordo com a invengdo, a se-
paragdo é feita pox sim?les filtragém; Este pro-
cesso é simples e bem adaptdvel 3 prdtica indus-

E-trial.
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.Em uma forma de realizagdo
preferida do processo de acordo com a'invéngao, a

secagem é realizada a um teox em dgua entre apro-

" ximadamente 5 e 20% de dgua. Pode-se realizar a
operagdo de secagem em Qécuo, em leito fluido ou
por outro dispositivo de secagem apropriado para
operagﬁo‘em grande escala.- Assim, obtém-se uma pre

paracdo de lipase final com uma elevada atividade
de interesterificagdo.

Em uma forma de realizagdo pre-
ferida dovproceSSO de acordo com a invengdo, a re~
sina trocadora de anions, fraca, macroporosa, em
particulas, é colocada junto com uma solugdo aqud-
sa de um agente de reticulagdo, de preferéncia uma
solugdo de glutaraldeido aquosa, em uma concentra-
¢do entre O,1 e 1,0% p/p., durante ou apds o contato
_entre a resina trocadora de anions, fraca, macro-
porosa, em particulas, e a solugdo aquosa da lipa-

- se microbinada, depois do que se separa a solugdo

v

restante de agente de reticulagdo. Mesmo se se obf
servar uma pequena redugdo de atividade da enzima
devido ao agente de reticulagéo,.observou~se que
“este tratamento pode elevar a estabilidade da pre-
‘paragéo da lipase em meio aquoso para uma aplicagdo
especifica. Com relagdo ao uso da preparagdo de

'1ipase imobilizada como um agente de interesterifi-

NZAS-0034012
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cagdo, ndo hd necessidade dé nenhuma melhora na
estabilidade da preparagdo da lipase, borque esta
estabilidade é inerentemente excelente na prepara-
¢do de lipase, preparada de acordo com a invéngéo
para esta aplicégéo. No entanto, verificoﬁFse,que
a preparagdo de lipase imobilizada, preparada de
acordo com o processo deacordo com'a.inVengao, po~
de ser usada ainda com vantagem, para hidrélisé
de gordurasle para esta aplicacdo, uma melhora
‘da estabilidade da preparagdo de lipase é um de-
siderato, provavelﬁénte devido & combinagio de con-
centragdp relativamente elevada de dgua e-elevadas
temperaturas na mistura de reagdo, necessdrias para
um processo de hidrélise de gordura, realizado na
inddstria. |

'Também, a invengdo. compreende um
‘'uso da preparagdo de lipase imobilizada( preparada
‘por meio do processo de acordo com a invengdo, que
;é‘um processo péra a interesterifiéagﬁo de gordu-
és, em qué a(s) gordura(s) detreﬁida(s), facultati-

ﬁvémente misturada(s) com dcido graxo livre dissolvido,

izada, preparada por meio do processo .de acordo com
invengdo, sem qualquer solvente ou outros agentes
uxiliares onerosos ou substancialmente sem qualquer

Olvente ou outros agentes auxiliares onerosos. Os

ML
TR ¢ s strs v o8 ¢t SOTRTPRPIIBRIIO,
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4cidos graxos livres, com os quais as gorduras podem

ser misturadas facultativamente de acordo com a in -

_onercsos. Gordura(s) designa(m) ou um triglicerideo
puro ou uma mistura de triglicerideos de uma ou mais

fontes.

Também, a invengdo compreende outro uso
 da preparagdo da lipase imobilizada, preparada por
meio do processo de acordo com a invengdo, que é um

processo para a hidrdlise de gorduras, em que uma

a invengéo, sem qualquer solvente ou outros agentes
olventes ou outros agentes auxiliares onerosos.
breparagdo de lipase imobilizada, preparada por meio

o para a sintese de gorduras, em que uma mistura de

rada de lipase imobilizada produzida de acordo com

invengdo, sem qualquer solvente ou outros agentes

vlventes ou outros agentes auxiliares onerosos.

A invengdo serd ilustrada pelos seguintes

;émplés.

vengdo, nfo sdo considerados como agentes auxiliares

[

emuls3o de triglicerideo e dgua é contatada com a pre

paraqﬁo de lipase imobilizéda produzida de acordo com
‘auxiliarés oﬂerosos, ou substancialmente-se@ quaisquer
Também, a invengdo compreende outro uso da
lo processo de acordo com a invengso, que & um proces

licerol e &cidos graxos livres € contatada com a pre

iliares onerosos, ou substancialmente sem quaisquer

L e e e
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Pode-se adquirir a lipase Mucor
miehei, usada nos seguintes exemplos, na NOVO
Industri A/S, Novo Alle, 2880, Bagsvaerd, Dina-

marca.

A atividade de interestericiagdo ' 4 i

das preparagdes de lipase imobilizada é determina- {
. " - . |

da por meio de um ensaio em batelada sobre as se-

guintes reagdes:
000 + P —~—>PO0 + O
—~ T——

POO ¢+ P —— POP 4+ O,
— :

em que

’ .

(0] acido oleico,

L .

P dcido palmitico, e

it

000, POO e POP sdo gorduras contendo os &cidos
graxos indicados na ordem indicada, assim
como

000 sendotrioleina.

Mistura—ée 250 mg de prepara§50 de
lipése imobilizada com 6CO mg de trioleina‘(0,68
mmol) e 174 mg de dcido palmitico (0,68 mmol) dis-
solvido em 12 ml de 4lcool de petrdleo (temp. 80
- 100°C), em um tubo de vidro de 20 ml, com tampa

de rosca. Os tubos si@o incuhados em um banho em

dgua a 40°C e agitados por 1/2, 1 ou 3 horas.
A mistura de reagdo é resfriada,

filtrada e evaporada. A quantidade relativa de

NZAS-0034015
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000, POO e POP & determinada por HPLC, e a por=

centagem de P incorporado é calculada como

% pOO + 2 X % POP

% P incorporado =
3

A composigdo de equilibrio da mis-
tura de reag3o ‘em batelada acima indicada é de
aproximadamente 43% PO e 10% POP ou 21% P incor-

porado.

Em alguns dos seguintes exemplos,
realiza-se a interesterificagdo como uma operégﬁo
4em batelada, com ou sem solvente, Por testes com-
- parativos, estabeleceu-se que uma preparagao de
lipase imobilizada, que tem estabilidade e ativi-
dade de interesterificagdo satisfatdéria, como de-
monstrado pelo teste de interesterificagdo em ba-
‘telada, e que possui uma distribuicio de tamanho
de particula e uma resisténcia £isica requerida
para operagdo satlsfatorla na coluna, ird operar
 >satisfatoriamente por operagao contlnua em coluna,
t3o bem'coonu-sem'SOlvente. Assim, um teste em ‘
batelada satlsfatorlo, sob estas circunsténcias,

& uma evidéncia de que se pode realizar um teste
- em coluna continuo, satisfatdrio, com a preparagao
de 11pase imobilizada em questao.

1E XEMPLO 1

Este exemplo ilustra o efeito de

NZAS-0034016
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pH durante a adsorgdo de lipase Mucor miehei scbre
a atividade da interesterificagdo.

Dissolve-se , 2,0 gramas de lipase
Mucor miehei, 93 000 LU/g , em 20 ml de &gua, e 10
gramas de resina trocadora de anions, Duolite ES
562, lavada com égua,’peso no estado ségo 8,5 g,
ai suspensas. '

Ajustaram-se tres destas porgdes a
pH 5}0, 6,0, e 7,0, respectivamente, e deixaram-
-gse as mesmas agitadas com agitagaé magnética, por
4 horas, a aproximadamente 5°¢.

Filtraram-se as tres porgdes,
Apés filtragem, a quantidade de atividade hidroli-
tica (LU) nos tres filtfados (antes lavagem, esta-
va entre 10 e 17% do btal, quantidades iniciais
(186.000 LU). Subsequentemen£e, realizou~se uma
lavagem com dgua cﬁm uma pequena quantidade de a-
gua e, a seguir, secaram-se pela noite as prepara-
. gOes em vdcuo, em temperatura ambiente.
Resumem-se os resultados na tabela

abaixg.
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Imobi Ren - Teoxr em Atividade de interes
liza~ dimen terificagdo, 30 mi-

gdo to dgua nutos

%P in-
[ 74

pH g v % POO % POP | rporado
5,0 9,20 9,5 24,5 6,2 12,3
6,0 9,56 8,2 26,5 6,6 13,2
7,0 9,41 8,0 21,2 5.2 . 10,2
EXEMPLO 2

Tres porgdes de 10g de resina tro-
cadora de ion, umida, Duolite ES 562, (peso no
':estado seco 8,35 g), em 50 ml de dgua, e adicio-
nou-se 4 N NaCH, até o pH estabilizar a 6,0. Entdo,
lavaram-se com bastanpe égua,‘e drenou~se em um
funil Buchner, peso drenado de aproximadamehte 16
g.
Adicionou-se, a cada uma das duas
porgdes de 10 g, uma solugdo de 2,5 g de lipase
Mucor miehei (atividade 93 000 LU/g), em 25 ml de
dgua, e amustou-se o pH a é,o.
Adicionou-se, a terceira porgdo,
uma solugdo de 2,5 g da lipaseVMucor michei, acima
- indicada, em 50 ml de dgua, e ajustou-se 6 pH a
6,0,
Agitoﬁ—se lentamente a mistura a
temperatura ambiente (25°) por 2 horas. A seguir,

filtrou-se o liguido em wm funil Buchner.
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Uma das porgoes, com solugdo de

25 ml de lipase, foi aindalavada com 2 % 25.ml

de dgua. As preparagoes jmobilizadas foram seca-

das em vdacuo.
para o ensaio de interesterificagdo,

) das preparagoes de li-

pase imobilizada foram umedecidos com 20 /ul de &~

om © substrato.

250 mg (peso no estado seco

gua, antes da mlsturagao c

Interesterificagao,
1

Preparagdo lipase imobili /2 h
zada com %POO  SHPOP %P in-
coxrpo~-
rado

2,5 g lipase em 25 ml éem
1aVagem .q....coc.ncto ‘2508 6085 1302

2,5 g lipase em 25 ml com
lavagem PR R UL R 3031 7l65 lsll

2,5 g lipase em 50 ml sem
1avagem eeseessecese"” 26,8 6,86 13,5

Este exemplo demonstra que a sub-

sequente lavagem em 4dgua, a fim de remover a li-

pase ndo ligada, & essencial para obter uma ele-

vada atividade de inﬁeresterificagio, enquanto a

quantldade de dgua, em que 2 lipase é dissolvida

: qurante a imobilizada, ndo tem grande 1mportanc1a.

EXEMPLO 3

Ajustou~-s se 50 g de resina trocado—-

ra de ions, umida, Duolite BES 562 (peso no estado
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seco 41,8 g), a pH 6,0 , e lavou-se como no exem-
plo 2.

Misturou-se porgdes de io,e g des-—
ta resina trocadora de iohs dmida ( e~5g peso no
estado seco) com quantidaées diferentes de uma
sélugao a 10% de lipase Mucor miehei (81 obo Lo/
g), de acoxrdo com a tabela. '

Apds a reagdo, o liquido foi fil-
trado em um funil Buchner, a preparagdo lipase
lavada com 2 x 25 ml de dgua e secada em vdcuo
a aproximadamente 97% de matéria no estado seco.

As amostras de 25 mg de peso no
estado seco de preparagfo imobilizada para fins
de ensaio foram umedecidas com 20 ALl de &dgua

antes da amostragem.
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g de resina g de solu- Tempo Interesterifica-
trocadora ¢do a 10% reagdo gdo, 1/2 h
de ions umi de lipase horas em %D in
da . . temper. % POO %POP COrpo
: ambiente rade
10,6 12,5 1 26,5 6,62 13,3
10,6 12,5 2 27,0 6,62 13,4
10,6 12,5 4 28,2 7,27 14,3
10,6 25 1 23,5 5,90 11,8
10,6 25 2 29,7 7,56 14,9
lo,6 - 25 4 31,4 7,99 15,8
10,6 50 1 19,5 4,32 9,4
10,6 50 4 26,6 6,73 13,4

Esteexemplo mostra que a dosagem
Stima de lipase depende do tempo de feagﬁo.

EXEMPLO 4

Amostraram-se novamente duas das
preparagdes do exemplo 3.com,variada adigdo de 3-
gua, isto é, a amostra com 12,5 gAde.solugao li-
pase e a cam 25 g de solugdo lipase, ambas com um
tempo de reagdo de 2 horas. O efeito do teor em
umidade sobre a atividade de interesterificacgic &

evidente na seguinte tabela.
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/%1 dgua umidade

g : Interesterificaga
adiciona estima- sterificagao,

Ampstra da 250mg da na 3 _ l/? h;;ain-
peso sgco mostra, %'POO %POP corporada
12,5 g o 2,6 18,2 2,27 7,6
20 . 9,6 25,6 6,55 12,9

50 18,5 23,4 5,85 11,7
100 29,9 15,3 3,84 7,6

25 g 0 3,0 19,1 2,04 7,7
20 10,0 28,6 7,65 14,6
so 18,8 25,4 5,25 12,0

100 30,1 18,6 4,55 9,2

Este exemplo mostra que o teor em

umidade Stimo é de aproximadamente 10%.

5 EXEMPLO 5

Amostrou-se'novamente uma das pre-
paragoes do exemplo 3 com variadas quantidades de
dgua adiciocnada. Usou-se & amostra com 25g de so-

lucdo lipase e 4 horas de tempo de reagdo.
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1 dqua adi dgua esti ' Interesterificagdo, 1/2h
cionada a mada na ) ) - .
233 mg amostra,%  %POO %POP % P in-

peso seco corporado

0 9,5 28,0 6,57 13,7

10 13,1 28,9 7,45 14,6
20 . 16,2 . 27,9 6,46 13,6
30 19,1 26,6 6,96 13,5
40 éi,s 25,0 6,77 12,8
50 24,4 22,8 s;zo 11,1
75 30,0 19,6 4,54 9,6
100 34,9 14,6 3,88 7.5
150 42,9 0,44 © 0,1

EXEMPLO 6

A Ajustou-se , a pH 6,0 e lavou-se
22,69 de resina trocadora de ions umida, Duolite
A 561 (88,2% de substéncia seca).

Trituiou-se outra amostra de 22,8g
de Duolite A 561 parcialmente em uma argamassa, an=
tes do ajuste do pH e lavagem.

Adicionoﬁése, a cada uma destas
porgdes, uma solucldo de 1lOg de lipase Mucor miehei
(93.000 LU/g) em 200 g de dgua ajustada a pH 6. A
reagdo ocorreu em 2 horas em temperatura ambiente.
5 : As enzimaS‘imoﬁilizadas foram la-

vadas com 1 litro de &gua e secadas em vdcuo.
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Apds secagem, a amostra ndo tritu-
rada foi esmagada em uma argamassa e ambas amos -

tras peneiradas.

Frégao peneira Intereijgrificagﬁo,i
Trituragdo an- Trituragio apds
z:gaszblll— imobilizagdo
%POO %POP %P in %POO %POP %P in

COrD. , . COrp,

180-300 /o 30,1 7,78 15,2 25,7 6,39 12,é

425~500 /um. 25,7 ‘6,66 13,0 21,7 5,50 lQ,9

600-710 am 19,2 5,06 9,8 17,2 4,38 8,7

850—1000/um 12,7 3,22 6,4 14,3 3,9 7.4

Nota~se nitidamente que é uma vanta-
gem usar as fragoes de peneira finas para obter uma
atividade mdxima de interesﬁérificagao, mas a
necessidade de uma baixa gueda de pressido na coiuna
torna necessdrio um ajuste.

EXEMPLO 7

Este exemplo ilustra o efeito de
diferentes categorias de resinas troéadoras de anion,
fracas, macroporosas (tipb.de matriz, grupos funcio-
nais tamanho de particula) sobre a atividade da in -
teresterificagdo em batelada da préparagao de lipasé
imobilizada.

Nos casos de Duolite ES 562,

" Duolite A 561, Duolite A 7, Amberlite IRA 93, e
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Amberlyst A 21, 4,25 gramas de resina com peso no
- estado seco, sdo lavados com dgua, misturados com
1 grama de lipase Mucor miehei (93 000 LU/g) em
20 ml de &gua, sendo a mistura ajustada a pH 6,0,
5 e lentamente girada'por 2 horas em temperatura am-
biente. Apds filtragem, cada preparaéao é lavada
com 250 ml de @gua. No caso de Duolite A, 378,

8,5 grmas foram misturados com 2 gramas de lipase
e finalmente lavados com 250 ml de &gua. Secou-se
10 tudo em vdcuo, em temperatura ambiente. No caso de
Duolite A 365, Duolite S 587, e Dowex MWA-1, 4,25

gramas de resina seca foram misturados com 1 gra-

ximadamente 10 ml de dgua por 2 horas, por rotagdo
15 em temperatura ambiénte (no caso de Lewatit, 0,5 g
de lipase foram.usados). Apos filtragem e lavagem
com 2 volumes de dgua,.as preparagdes foram secas
em'vécuo em temperatura ambiente. Apresenta-se, na
tabela abaixo, a caracterizagao'das preparagoes

20 imobilizadas.

ma de lipase Mucor miehei (124 000 LU/g), em apro-

SR

ettt

e 2
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Grupos Tam. Agua Ativ.batelada,

Matriz : i/2 h
. func. part -/urn %
(>85%) %POO %POP %P
incox
poxado

- Fenolfor %@%gé
maldeido =

212-425 13,8 26,7 6,8 13,4

Fenolfor Amina
maldeido terc. 300-1200 13,0 14,8 3,2 7.1

Fenolfor Amina 300-1200 13,5 9,5 2,5 = 4,8
maldeido sec. :

wolite Poliesti Amina 300-1100 6,3* 14,3 3,3 7,0
rénico  terc.

Estireno Poli-
DVB amina 400-500 12,2 10,8 2,9 5,5

Estireno Amina .
DvB terc, 425-850 11,1 10,6 2,7 5,3

Poliesti Amina _
rentco Prim. 300-1200 11,5 15,5 3,7 7.6

molite Fenol-
form. Aminas 300-1100 7,4 25,4 6,4 12,7

. Polies~
tirenico Aminas 300-1200 13,6 16,9 3,9 8,2

Estireno Amina 300-1200 10,5 21,0 4,9 10,3
DVB . texc. : o

% dgua adicionados ante ensaio em batelada

XEMPLO 8
Colocou-se em suspensdo 30g de re-
na trocadora de ions Duolite tipo ES 562, em aproxi-

damente 75 ml de HZO,‘e ajustou-se o pH a 6,0 com
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4 N NaOH. Lavou~se a resina trocadora de ions com
dgua em um filtro de sucgio, e sugou-se a dgua em

excesso. . Dividiu-se a resina trocadora de ions

4mida (aproximadamente 45 g) em tres poxrgdes i- ‘ .

guais.

Misturou-se o primeiro tergo com uma

solugdo de 1 g de lipase Mucro miehei (210 000 LU/

) em 20 ml de H,0, ajustados a pH 6,0. Apds mis-
g 2V

turagdo , reajustou-se © pH a 6,0, e deixou-se a
mistura reaéir por 4 hoxas, a 5°¢, com agitagdo
magnética. Durante este periodo o pH caiu a 5,45.
A mistura foi transformada em um funil Buchner,
com alguns mililitros de &gua, e sugou-se quanto
possivel da solugdo (14 ml). Secou-se mais a re=-
sina em vdcuo, a um teor em dgua de 10,0%. Rendi-
mento 8,27 g. '

Misturou-se o segundo tergo da re-

sina Umida com uma solugdo de 1 g de lipase pre-
viamente indicada, em 20 ml de tamp3o de acetato

de sédio 0,1 M (pH 6,0). Reajustou-se o pH da mis-

tura a 6, e deixou-se a mistura reagir por 4 horas

a 5°c, com agitagdo magnética. Durante este perio-

do, o pH caiu 2 5,83, Realizou-se outro procedi-
mento como indicado com relagio ao primeiro tergo

da resina trocadora de ions no estado Umido, dando

lugar a 21 ml de filtrado e 9,10 de preparagdo seca,

|
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com um teor em umidade de

28
9,5%.

Misturou-se © terceiro tergo da re-

sina com solugd
se manteve © pH constante
de copulagdo de 4 horas,
nl de NaoH 1 N.
outros tergos,
e 8,95 g de preparagao
Os tres gilﬁrados co
dade inicial, total.
Indica-se
atividade de i
paragdo de 1i

g3o de 30 minutos, 3 40°

imobilizada em:

Preparagao enzima Inter

o lipase, como anteriormente, mas

a 6,0, gurante o periodo

a 5°c, por adigao de 0,58

Trabalhou-s€ a mistura com OS5
dando lugar 2 28 ml de filtrado
seca, com 8,9% de umidade.

ntinham entre 1 e 5% de ativi-

, na seguinte tabela, 2

nteresterificagéo com 250 mg de pre~

pase jmobilizada apds um tempo de rea-

C.

esterificagio atividade,
1/2 h '

9 POO %POP %P»incorporado
dgua desminerali-
sada , PH 6 27,4 6,6 13,5
0,1 M acetato, pH 6 25,4 6,5 12,8
4gua desminerali-
zada, pH-stat &

Como é €
existem apenas leve

goes.

vidente a partir da tabela

s diferengas entre as prepara-

e

e
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EXEMPLO : 9

ﬁste exemplo ilustra os eféitos da
presenga de dois sais na faixa de cpncent;agao
0-0,5 M, durante imobilizacdo sobre a atividade
de interesterificagdo. ' |

Dissolveram-se cinco porgdes de

1,00 gramas.de-lipase Mucor miehei, diafiltrada,
e secadas -congeladas, com-umavatividade de
93.000 LU/g, em 20 ml de

1) Sgua desmineralizada,

2) 0,05 M fosfato de sédio, pH 6,0

3) 0,5 M fosfato de sédio, pH 6,0

4) 0,05 M cloreto de sédio

5) 0,5 M cloreto de sédio.

Outras cinco porgdes de resina tro-

cédora de ions 5,25 gramas (peso seco 4,25 g) de

Duolite ES 562, foram equilibradas com 20 ml de

i) - 5) acima. Apds decantagdo, as corresponden-

teé solugdes de lipase foram adicionadas as parti-
culas de resina trocadora de iomns, ﬁmida,’ajustada
a pH 6,0, e os recipienﬁes foram'giradds lentamente
por 2 horas, a 25°c. Ent3o, coletaram-se as pre-
'paraQSes por filtragem, e cada lavada com 250 ml
de dgua desmineralizada, seguido por secagem em
vdcuo a. 25°C (64 horas). Apresentam-se abaixo os

resultados do ensaio da atividade de interesterifi-
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cagdo:
Atividade de Interesteri-
ﬁicagﬁo, 1/2 h

sal/. Rend. )
ancentra— (g) % HZO* o POO % POP 9P incoxrpor.

gao

sem sal . 4,51 47 23,1 5,7 . 115

0,05 M fos

gato . 448 5.3 21,9 5,3 10,8

0.5 M - 4,57 46 203 5,1 10,2
23,4 5,7 11,6

0,05 M Nacl 4,54 4,6

o,5M - 4,43 49 19,2 4.6 9,5

* Adicionou-sSe, antes do ensaio, HZO adicional até

am total de 10%.

EXEMPLO 10

Este exemplo mostxa os efeitos das

i

elevadas concentragSes de acetato de sédio durante

vidade de inte-

jmobilizagdo de lipase sobre a ati

resterificagdo das preparagoes.

Dissolveram-se, em separado, cinco

porgdes de 1,00 g de lipase Mucor miehei, diafil-

trou-se € Secou-se, congelou-se as mesmas,

93 000 LU/g ., em 20 ml dos seguintes 1{quidos:
1) égualdesmineralizada-

2) 6,5 M acetato de sédio,'pﬂ 6,0

5 3) 1,0 M acetato de sbédio, pH 6,0

4) 2,0 M acetato de sédio, pH 6,0

5) 4,0 M acetato de sédio, pH 6,0-
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Cconc. Rend. Agua

de Duolite ES 562

solugdes acima indic
‘tagdo por 15 minutos.
respondentes e resinas tr
foram misturadas,

mente por 2 horas,

preparagdo fol filtrada,

ragdes foram amost

terificacdo em batelada,

31

Cinco porgde

g de 4,25 g (peso seco)

, resina trocadora de ions, foram

1avadas e equilibradas por mistura

ajustadas a pH 6,0,
0 secada em vdcuo em temperatura

sentados na seguinte tabela.

¢do cam as cinco
adas 1) - 5), seguido por agi-
As solugdes de lipase coxr—

ocadoras de ions lavadas

e giradas lenta

em temperaturas ambiente. Cada
lavada com 250 ml de adgua e
ambiente. As prepa=
radas para atividades de interes-

sendo os resultados apre-

Ativ. interesterificagdo

Aceta apds apés Filtrado em bat., 1/2 h
to seca- seca
(M) gem gem Act. ‘
(q) (%) pH (%)  %POO %pPOP %P incor
g ° ¥ porado
0 4,81 7,8 5,2 51 22,2 5,7 11,2
0,5 4,67 8,0 5,8 64 20,1 4,7 9,8
1,0 4,72 9,6 5,8 71 _18,8 4,3 9,1
2,0 4,73 9,1 5,8 55 27,9 7.3 14,2
4,0 4,75 10,4 5,6 69 19,8 4,7 9,7

* = Atividade em

'% da quantidade»inicial

total (93.000 LU)
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EXEMPLO 11

Este exemplo ilustra a imobiliza-

¢3o de outras lipases microbianas diferentes da
lipase Mucor mieheis

Lipase Fusarium oxysporum, pfépa—
rada como descrito no pedido de patente DK n@ i
2999/84, exemplo 23, foi imobilizada por mistu- g
. rag8o de 6,72 ¢ de lipase de 88.000 LU/g, e 4,25 g
de matéria seca deresina trocadora de ions Duolite
ES 562, lavadas e o pH ajustado, em 25 ml de &gua
a pH 6,0, e por rotagdo em temperatura ambiente
por 2 horas. Ent8o, realizou-se a lavagem com 2
x 25 ml de &gua, e secou-se poT secagem a vdcuo,
cbteve-se 4,93 g de preparagdo, com um teor em a-
gua de 8,1%. A atividade deixada no filtrado to-
tal correspondeu a 18% da atividade original.

Obteve-se esterase Aspergillus niger
por ultrafiltragem do produto comercial Palatase da
NOvOo. 15 nl de PALATASE de 2790 LU/ml foram imdbi—
lizados em 4,25 g de ES 562, como descriﬁo acima,
por meio do que se obteve 4,77 g de preparagso imo-
biliéada com 7,6 % de dgua. © filtfado continha
13% da atividade LU original.

Lipase Candida cylindracea de Amano
(tipo OF) foi similarmente imobilizada por mistura-

cio de 4,25 g de ES 562 com 1,40 g lipase Amano OF
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em 15 ml de dgua, pH 6,0. 0 rendimento foi de 4;62.
de preparagio imobilizada, com 6,5 % de dgua, e 0,2%
de at1v1dade permanecendo no filtrado.

As trés preparagoes foram caracteri-
zadas como a seguir: |
1) por ensaio em patelada padrdo a 40°¢
2) interesterlflcagao em batelada de trioleina
(000) /écido decandico (d) sem solvente, a 60 Ce,
usando 3,00 g 000, 0,600 g D, e 250 mg de pre-
paragdo de lipase seca, hidratada a aproximada-
mente 10% de dgua.

para fins de comparagao, apresentam-
~-se abaixo também os resultados para uma prepara-

¢do de lipase Mucor miehei, como descrito no exemplo

13.
Lipase imo- Carga 000/P/solvente, 000/D, 60°
bilizada aval. . 400 %P £ o.h

. : - ‘ empo, s .

. LU/mg tempo.h inc. inc.

.Fusarium -
oxysporum 11 3 8,0 17 5,9
Aspergillus - '
niger 8 3 4,4 17 6,5
Candida :
cylindracea 30 3 - 8,9 17 1,9
Mucor ) _
miecheli . 30 . 0,5 14,7 2 13,2
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A fim de gerar uma melhor verifica-

gao com relagio aos exemplos precedentes, faz-se

'y seguinte tabela.
Este(s) exemplo(s)'ilustra(m) a in-
fluéhcié da atividade de interesterifi
cagdo das preparagoes de lipase imobi-
lizada preparadas por meio do processo

de acordo com 2 invengdo, se originan-

do de:
Exemplo
Ne

1, 8 pH

2 lavagem subsequente

3 carga lipase com relagdo ao tempo
de reagdo

4 -5 porcentagem de dgua

6 tamanho de particula

7 tipo de resina

8 - 10 resisténcia dos ions em solugdo de
lipase

11 fonte de microorganismo de lipase

A £im de demonstrar a ufilidade da pre-

paragio de lipase imobilizada, preparada por meio do

processo

de acordo. com a invengdo, uma preparagdo
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35 -
de lipase imobilizada, preparada por meio do pro-
cesso de acordo com a invengdo, camo indicado a
seguir, foi usada em uma interesterificagdo conti-
nua de gorduras, sem qualquer uso de solvente ou
outros agentes auxiliares onérosos, como descrito
no seguinte exemplo 12.

EXEMPLO 12

0y

Este exemplo ilustra a interesterifi
cagdo continua de gordpras sem solvente ou outros
agentesrauxiiiares onerosos, usando uma preparagao
de lipase imobilizada, preparada por meio do pro-
cesso de acordo com a invengdo em um reator de leito

compactado.

IMOBILIZACAO

Dissolveu-se 2,20 gramas de lipase.
Mucor miehei (81 000 LU/g) em 20 ml de dgua, mis-
turou-se com 10 gramas de resina trocadora de ions
Duolite ES 562 lavada>(8,5 g de peso seco), com
mais de 80% das particulas entre 200 e 400 /4,
Ajustou-se o‘pH da mistura a.S,O, e dei#ou—se.por
4 horas a 5°C, com agitagfo maghética. Apds fil-
'tragemie lavagem com uma pequena guantidade de dgua,
secou-se a preparagdo em vdcuo em temperatura am-
biénte. O rendimento foi de 9,05 gramas, contendo
9,3% de dgua. A atividade restante no filtrado

foi de 8% da quantidade inicial total. A atividade
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de interesterificégao em batelada foi de 30,6%

POO, 7,7% POPbem meia hora, ou 15,3% P incorpora-

do.

TESTE EM COLUNA

Colocou-se 2 gramas desta prepara-
¢80 de lipase imobilizada em uma coluna e alimen-
tou-se continuamente a 60°C, um substrato isento
de éolvénte consistindo de Sleo de oliva/dcido pal
mitico na relagdo de 2,5-1 p/p. Apresenta-sé, na

jﬁa tabela abaixo, o desempenho da preparacgdo de lipase.

Amostra/ _
tempo Fluxo Composigdo(HPLC) Conversdo X,
gT6/h/ L%
g enz. 000 POO POP . (GLC)
% % %
dleo oliva/
comego - 42,3 22,5 3,8 o
17 h 57 30,5 30,1 11,6 -
208 1/2 h 2,5 33,8 28,8 8,6 28
233 - 0,61 22,2 34,8 16,5 67
475 - i,8 35,1 28,8 8,7 - 28
Equilibrio 4 .
{batelada) - 17,4 3,0 20,6 = 100
Legenda: TG - triglicerideos: g enz. = gramas de
' ' lipase imobilizada, . . EL

Determina-se a % de P incorporado por GLC de ésteres

de metila de dcido graxo.
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Conversdo x = (%P = % Pé)/(%,Peq~% PO). Py, Peq
s36 % de P incorporado no substrato

de S6leo de oliva (PO) e na mistura

haad .l'b i¢ § .
TG - em equilibrio ( eq)

COMENTARIOS

V¥ et e

Com base nos dados de 208 1/2 e 475

horas , a extrapolagdo para camegar .em grdfico
semilogaritmiéo, indica uma atividade inicial (flu-

xo) de 3,2 g TG/h/g enzima com um grau corresponden

[ U ——

te de conversdo x = 28%. Uma estimativa da meia-

-vida & de 500 - 600 horas a 60°C, sem solvente e

8leo oliva/P = 2 1/2:1 (p/p). Nao se experimentaram
problemas de .queda de pressdo. Uma tentativa an-
- terior de passar um substrato similar através de

lipase adsorvida em Celite do tipo descrito no pe-

dido de patente DK N2 563/77, em uma coluna, foi
impossivel. - b

EXEMPLO 13

Este exempio ilustra uma produgdo
em escala de planta piioto de uma preparagdo de
lipase imobilizada em uma coluna e a aplicagdo deg
ta preparagdo para intereste;ificagéo continua em

una acluna com substrato a 60 e 70°C,»sem solvente,

IMOBILIZACAO

6,0 kg (81% matéria seca) de resina

trocadora de ions Duolite ES 562, foram condiciona-
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dos de acordo com a informagdo do fabricante

(Duolite Technical Information O11CQA), Isto im-

plica a ciclizagdo do dcido base e,'neste caso,
também um enxague em etanol)(para assegurar maxima -

pureza no processamento de allmentos), o pH ajus-

e e e e e

tado a 6,0 em tampdo acetato 0,1 M. - A suspensao §
foi enchida em uma coluna e a resina assentada S

(18 1) foi lavada com 72 1 de &gua.

18 1 de lipasé Mucor miehei (10,100

10 LU/ml), ajustado a pH 6,0, foraﬁ recirculados a 30

1/h por 6 horas, com controle do pH. Apbs deslo-
camento com 20 1 de &gua, um volume combinado de

37 1 continham 126 LU/ml, correspondendo a um ren-

i b YT 1§ T T

dimerip de 97% de imobilizagio. A coluna foi depois
5 lavada com outros 20 1 de 4gua, e a preparagdo se-

cada a vdcuo em temperatura ambiente, assim se

_ obteve 6,0 kg (97% de matéria seca) de preparagdo de
lipase imobilizada. A atividade de interesterifi-

" caglo em batelada foi de 30,2% POO, 6,9% POP a 1/2

e

20 hora, ou 14,7% Py

B

EXPERIMENTO DE APLIcAcAo Ne 1

Colocou-se 4,0 g da preparagdo de
lipase imobilizada em uma coluna com camisa de dgua

com um diametxo 1nterno de l 5 cm. Manteve-se a tem

5 peratura na coluna a 60 C Um substrato de 6leo de

mamd
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o;iva/écidc decanéico com uma composigdo de 2,5/1
(p/p) foi bombeada através de uma'pré—coluna co -
luna 30g de Duolite S 561, saturada com 21 ml de
dgua troéadora de ions e depois através de coluna
principal contendo 2 preparagdo de lipase imobili-
zada. Controlou-se a fluéncia a fim de hante; a
comﬁosiggo da saida a um valor correspondendo a
aproximada 65% de convers3o, isto é, 23% DOO no
triglicerideo final (DOO significa um trigliceri-
deo com uma unidade de dcido decandico (em posigdo
externa) e duas unidades de dcido oleico).

éonsiderando que a diminuigdo da
atividade da lipase imobilizada segue uma reagdo
de primeira ordem, pode-se estimar a meia-vida como
de 3200 horas. Com umé atividade inicial'dé 2,49
triglicerideo/hora/g, 2 preparagdo de enzima
produtividade é aprdximadamente 8,3 toneladas de
_triglicerideo/kg de'preparagio de enzima, conside-
‘rando um tempo decorrido de duas meia-vidas. Na
figura 1, o logaritmo para a fluéncia & tracado em
g;éfico contra o-tempo.

EXPERTMENTO DE APLICACKQ N2 2

Realizou-se a mesma experiéncia
que no ne 1, a 70°C em vez de 60°¢C.
Verificou-se ser a meia-vida de 1300

horas e a atividade inicial de 2,3 g triglicerideo/

]
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hora/g preparagdo de enzima, correspondendo a uma
produtividade de 3,2 toneladas de triglicerideo/kg.
preparagao'de enzima. O logaritmo ﬁara a fluéncia
é tragadd em grédfico contra tempo na figura.z;

5 EXEMPLO : 14

'T? ﬁsté exemplo ilustra o potencial

de uma preparagao de lipase imobilizada produzida

de acordo com a invengdo, para a inferesterificagao

continua de uma mistura de triglicerideo de elevado

g 10 ponto'de fuéio, camposta de sebo de bovinos e Sleo 4 i

de soja, sem solvente ou outros agentes auxiliares.

Processos similares podem ser'utilizéveis para a
preparagido de gorduras especificas sem o uso de
hidrogenagdo e interesterificagio quimica e apro-

priados para margarina ou produtos correlatos.

IMOBILIZACAQ

| 19,8 gramas de resina trocadora de
ions Duolite A 561 Umida (86,0% de matéria seca),
com mais de 80% das particulas entre 400 e 850 /YT, -
foram ajustados a pH 6,0 em suspensdo. aquosa, e
lavados com égua.. 50 ml de lipase Mucro miehei
(7400 LU/ml)vs%‘de matéria seca) foram misturados
com a resha e o éH reéjustado a pH 6,0. Apds agita-
clo por 2 horas em temperaturé ambiente, filtragem'
e lavagem com. 2 x 50 ml de dgua, a preparacdo foi

seca em vdcuo, em temperatura ambiente. O rendi-
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mento foi de 19,2 gramaé, contendo 8,5% de &gua.
A atividade deixada no filtrado foi de 34% da quan
tidade inicial total. A atividade da intéresterifi
_cags.o' em batelada foi de 25,4% PoOO, 6,0% POO a 1/2

15 hora ou 12,5% P inc.

ANALISE DA REAGAO DE INTERESTERIFICACXO
| Sebo branco de bovinos e Sleo de sg
A fg ja refinado, novo, foram adquiridos no comércio lo-
] cal. O substrato era composto de ;,5 partesrde se-~

bo e 1 parte de Séleo desoja, que se misturou a 70

©¢. Adicionou-se antioxidante BHT em uma concentra
¢éo de 0,1%. .Para caracterizar os coﬁponentes in-
dividuais e para seguir a reagdo aé.interesterifi-
cagdo, usou-se HPLC para analisar a composigdo de
trigiicefideos.dos componentes substratos, a mis-
tura inicial e a mistura interesterificada. Uma
reacdo em batélada inicial com 2,75 gramas de pre—A
paragio de lipase Mucor miehei imobilizada, 24
gramas de sebo e 16 gramas de dleo de soja foi rea-
lizada por 16,5 horas a 65°C. HPLC demonstrou que a
relagdo de LPO~ para LLL-triglicerideo (L:linoléico,
P: palmiticos O:_oléico) na mistura aumentou de
0,62 para 1,16, estando, como se presume, esta -

Gltima cifra préxima da relagdo de equilibrio.

_ . ) -
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Propriedades de derretimento da mistura

interesterificada

A variagdo ds pPropriedades de derre
timento devido a interesterificagdo foi analisada
por dilatagdo segundo o método oficial IUPAC / IupAc
- Métodos padronizados para a andlise.de Sleo, gordu
. ¥as e derivados, 6a.Edigdo, Método ne 2,141 (1979LJ7.' '
Os resultados aparecem da tabela abaixo, com uma
mistura ndo interesterificada de sebo de boi e Sleo

de soja (1,5:1) como referéncia.

Temperatura, °¢ O |20 |25 {30 [35 [40 | 45

Dilata~ | mistura nio
~¢8o (L] interesteri ‘
/g de ficada ....|30,8 22,9018,7114,6]11,2 6,51 1,6
“gordura) ' 1 -

mistura in-
teresterifi
cada ......[16,5| 4,9 4,913,1] o,6

TESTE NA COLUNA

| Operou-se uﬁ sistema em coluna peqﬁg
na com termostrato,‘por 2 dias, para ilustrar um pro~
cesso continuo. Colocou-se 4,0 gramas da preparacgdo
de lipase imobilizada descrita em umé coluna. Também
se usou uma pre-coluna contendo 5 gramas de resina
Duoclite A 561 dmida (50% de météria seca). Alimentou-
—-se continuamente gebo de bovino/dleo de soja, em

relagdo de 1,5:1 p/p, através do sistema de coluna,

U
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é 67°C. Apresenta-se o desempenho da preparagado de
iipasevimobilizada na tabela abaixo: |
Fluxo Composi¢do Conversdo,

Amostra/ g T6/h/ LPO/LLL : % :
tempo g enz.

L 5 Substrato Sebo/SBO

(18 h) sevecvnnnns - 0,65 -6
Produto de 18 h. 2,10 0,90 52
; Produto de 41 h 1,63 0,93 54
 § " "Equil. (batelada) = = -~ 1,16 - 100
o
______ P ExEmMrProO 15
i. Este exemplo ilustra a aplicagdo
..... '*i de lipase imobilizada de acordo com a invengdo para
;_ hidrdlise de gordura.
A;S ' A umé mistura 1l:1 de sebo de boi -

puro e dgua, 40 gramas de cada, foi adicionada
lipase imobilizada, preparada conforme descrito no
exemplo 13, em uma quantidade gue corresponde a

100 LU/g de gordura ou 0,23 gramas de pfeparagﬁo de
lipase imobilizada, admitindo uma carga de 30.000
LU/g de lipase imobilizada. Foi obtida uma mistura
¢do efetiva por agitagao magnéticaAaA48°c; 0 valor
ihicial do pH na fase aquosa foi ajustado a 8,0. De-
pois de 4 dias, a enzima foi separada e a fase de
gordura analisada guanto ao grau de hidrélise,(GH).

Foram realizados testes em'duplicata. A enzima
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imobilizada recuperada foi usada para um ensaio de
2 minutos e foi realizada uma experiéncia compara-
tiva com lipase soldvel, também adicionada numa
quanfidgde correspondente a 100 LU/g de gordura,
Neste caso, a fase aquosa foi usada para-o ensaio
de 2‘minﬁtos. ?oraﬁ conduzidos trés testes com
lipase solivel.

" 08 resultados foram os seguintes:

Preparac¢do Amostra ‘% AH; 4 -dias, 48% - - --
Ensaio, 1 min Ensaio,
ne 2 min.
Lipase imobi 1 30 ' 31
lizada .... 2 35 37
Lipase soldvel 1 61 5
2 55 8
3 46 7

;0 valpr do pH éaiu a cerca de 6,8
com a lipase.imoﬁilizada e a cerca de 6,3 no ensaio
de 1 min. e a cerca de 7,4 no ensaio de 2 min., com
a lipase éolﬁvel. %AH foi calculada como o valor de

dcido (VA) dividido pelo valor de saponificagao(VS).
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REIVINDICACOES

1. Processo para a produgdo de uma preparagao
. 'ide lipase. imobilizada, destinada 3 interesterificagao de

 gorduras, caracterizado em que. uma solugao- agquosa de uma

iiipase termoestavel, derivada preferencialmente de uma
';espécie Mucor termofilica, é cont;tada com uma resina

§ trocadora de anions, fraca, macroporosa, em particulas,
?que contém grupos amino primérios e/ou secundarios e/ou

f tercidrios, e gue demonstra um témanho de particula médio
;na faixa de 100 a 1000 microns, apropriado para operagao

g en coluna sem excessiva queda de press3o sob condigoes em
;que a'lipase € ligada & resina trocadora de anions durante
ium pgriodo de tempo de 0,5 a 8 horas, suficiente para ligar
:a.quahtidade desejada de lipasé ad resina trocadora de
.:anions, depois do que a libase imobilizada, assim formada,
sépaxada da fase aquosa e a lipage imobilizada separada
seca a um teor em agua de entre aproximadamente 2 e 40%.

2. Processo de acordo com a reivindicagao 1,

fcaracterizado pelo fato de que a lipase microbiana € deri-
fvada da espécie termofilica, Mucor miehei.

. 3. Processo de acordo com as reivindicagoes 1

e

iad/a, caracterizado pelo fato de que mais de 90% das

s

NZAS-0034045



T L RE T

2

particulas da resina trocadora de anions, fraca, macro-
b porosa, tem um tamanho de particulas entre 100 e 1000 um,
I de preferéncia, entre aproximadamente 200 e 400 um.

4. Processo de acordo com as reivindicagoes 1

. ou 2, caracterizédo pelo fato de que a proporgao entre a

% guantidade da solugao aquosa da lipase microbiana termo-

¥ estivel e o peso da resina trocadora de anions fraca corres-
f ponde a 5000 - 50000 LU/g denresina trocadora de ionsl(peso
‘ a seco). '

5. Processo de acordo com a reivindicagao 1,

B caracterizado pelo fato de que o pﬂ durante o contato entre
B a resina trocadora de Ions e a solugao aquosa esta entre

.? 5e 7. ‘

: r6;AProcesso de acordo com qualquer reivindi-

?_éaqéo 1 ou.5, caracterizado pelo fato de que a separagao

QZé realizada por simples filtragem, com lavagem com agua da
}massa separadé para remover a lipase mao ligada.
7. Processo de acordo com a reivindicaqib 6,

B caracterizado pelo fato de que a secagem & realizada até

&, a2 massa separada ter um teor em agua entre 5 e 20%.

8. Processo de acordo com a reivindicagao 1

;ou 7, caracterizado pélo fato de que a resina trocadora de
%énioné, fraca, macroporosa, eﬁ particulas, € reunida com
%uma solugao aquosa de um agente reticulante, de preferéncia
?uma'soluqéo aquosa de glutaraldeido, a uma concentragao

ientre 0,1 e 1,0% p/p, antes, durante ou apds o contato

NZAS-0034046



3
?;eﬁtre a resina trocadora de anions, fraca, macroporosé,
®em particulas, e a solugdo aquosa de lipase microbliana,
Z;termoestével, e, a sequir, a solugdo restante de agente

de reticulacao é separada.
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RESUMO _ ' : ?}»

Patente de Invengio "PROCESSO PARA

A PRODUGAO DE UMA PREPARAGXC DE LIPASE IMOBILIZADA,
DESTINADA A INTERES;*E#IHCA(;AO DE GORDURAS".

| Processo para a prédugaq de uma pre-~
paragdo de-lipase imobilizada compreendé o contato
de uma solugdo aéuosa de uma liéase microbiana com
uma resina trocadora de anions.fracé,_em_condigBes
especificas, com felég&o ao pH e tempo de contato, "
e dépois a preparagao é isolada e secada. A pre-
paragdo pode'sér usada paraftranseéferificagio con
tinua de gorduras sem solventes ou.oﬁtfds‘agentes

auxiliares onerosos.
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